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【要旨】最近4年問の神経膠腫（glioma）15症例（32検体）で、　fluorescence　in　situ　hybridization（FISH）を
用いた1番染色体短腕（lp）および19番染色体長腕（19q）の欠失の結果と病理診断および予後との関連を
検討した。FIsHはvysis社のDNAプローブセットを用い、パラフィンブロック（20検体）では厚切りの切
片を、新鮮凍結標本（12検体）はカルノア固定したものを使用した。200個の細胞を評価し、lp36（19q13）の
シグナルがIq25（19p13）のシグナルより少ない細胞が、全体の細胞の35％以上の場合、各々lp、19qの欠失
ありと判断した。パラフィン切片では単離核標本を作製しても20検体中6検体（33．3％）で欠漏の評価が不
可能であった。一方、凍結標本12検体ではすべてで欠点の評価が可能であり、欠失と判断したものはシグナ
ル数の違う細胞の割合が平均91％の細胞であった。oligodendroglioma（0）3例、　anaplastic　oligodendrog－
1ioma（AO）、　oligoastrocytoma（OA）各1例、　anaplastic　oligoastrocytoma（AOA）4例の計9例のoligoden－
droglial　tumorのうち、5例（55．6％）（0：2例、　AO、　OA、　AOA：各1例）でlp／19qの欠失を認めた。　lp／
19qの欠失を認めたAOAの1例では初回手術がsubtotal　resectionであり、他の3例のAOAと比し、術後の
生存期間は変わりなかった。（結論）パラフィンブロックでは、シグナルが弱く核の重なりからFISHでの欠
失の評価が困難であり、検出率を上げるための工夫が必要である。染色体解析と予後との関与はさらに症例
数を増やし長期フォローアップによる検討を要する。
1　はじめに
　1番染色体短腕（Ip）の欠失をもつ退形成性乏突起
膠腫（anaplastic　oligodendroglioma：AO）がprocarb－
azine、　CCNU、　vincristineの3者併用療法であるPCV
療法に高い感受性を示すことをCairncrossらが報告
し、gliomaにおいてはじめて染色体異常と化学療法の
効果との関連が示された1）。さらにlpの欠目をもつ腫
瘍のgo％近くが19番染色体長腕（19q）の欠品を
伴っていることが報告され、lp／19qの欠失（co－
deletion）が治療上重要な意義を持つことが認識され
てきた。最近、AOと退形成性乏突起星細胞腫（ana－
plastic　oligoastrocytoma：AOA）に対する術後放射線
単独治療群と 併用群が比較され、放射線治療に
PCV療法を加えることは、再発までの期間を延長す
るが生命予後の改善は認めない一方、lp／19qの欠失を
示すものは明らかに生存期間が優れていることが報
告された2）3）。これらの結果からlp／19qの欠失のある
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anaplastic　oligodendroglioma．　anaplastic　oligoas－
tosytomaの予後が良好なのはPCV療法が有効だから
ではなく、腫瘍の特徴である可能性が示された。また、
星細胞腫（astrocytoma）を含めたlow　grade　gliomaに
おいてもlp／19qの欠失を示すのもが予後良好である
と報告される4）。また、膠芽腫（glioblastoma）において
も約lo％でlp／19qの欠失を示すとされるが、予後と
の関連は指摘されていない5）6）。このようにgliomaに
おけるlp／19qの欠漏の評価は重要性を増していると
考えられるが、日本の臨床では、染色体解析検査は保
険適応がなく、また一施設で経験する症例も少ないこ
とから、lp／19qの四聖の評価を積極的に行う施設は稀
であり、臨床にほとんど生かされていない。今回、当
施設での最近4年間の神経膠腫症例についてfluores－
cence　in　situ　hyb「idization（FISH）でlp／19qの欠失
を検索し、評価の問題点、治療成績との関連を検討し
た。
II方法および対象
　1．対象
　2003年1月から2008年2月まで当施設にて手術摘
出を行った15例32検体とした。
　2．標本作成
　摘出した腫瘍組織は15％中性緩衝ホルマリン液で
overnightの固定を行った後、パラフィン包埋した。パ
ラフィンブロック（20検体）は厚切りの切片（3μm）
をシランコーティングのスライドガラスに貼付した
ものを使用した。新鮮凍結標本（12検体）は、摘出標
本を一80℃で保存後、カルノア液によりスライドガラ
ス上に細胞固定した。また、パラフィンブロックでは
核の重なりのため欠失の判定不能なものが多く、一部
単離核標本を作成した。単離核標本の作成法を簡単に
以下に示す7）。厚切りしたパラフィン切片を脱パラ
フィン後、プロテーナーゼK処理を行い、ホモジナイ
ザーで細切、単離細胞浮遊液を作成し、スライドガラ
ス上に固定した。
　3．　Double　target　FISH
　実際のFISHはSpecial　Reference　Laboratories
（SRL；立川）に依頼し、　Vysis社（Downers　Grove，　IL）
のLSI⑪lp36／LSI　Iq25　and　lgq13／19p13　dual－color
probe　setを用いた。　Hybridizationの時間はovernight
とした。lp36、19q13に特異的なプローブはローダミン
（赤）で、lq25、19p13に特異的なプローブはFITc
（緑）に標識されたものを使用した。200個の細胞でシ
グナルをカウントし、lp36または19q13のシグナルが
lq25または19p13のシグナルより少ない細胞の割合
が、全体の細胞の35％以上の場合、各々1p、19qの霊
祠ありと判断した8）。
　4．免疫染色
　 ラフィン切片を作成し、一次抗体（anti－Ki－67，
Table　1　Summary　of　cases
case　age／sex pathology tumor　location
frozen
section（b　l　p　19q
or　paraMn　loss　loss
　（p）
愚、灘鵯1訴y
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
48／F
57／M
60／　F
59／M
26／M
68／M
64／　F
56／M
59／M
70／M
59／F
66／M
63／M
66／M
66／F
73／M
oligodendroglioma　Gr　II
oligodendroglioma　Gr　II
oligodendroglioma　Gr　II
anaplastic　oligodendroglioma　Gr　III
oligoastrocytoma　Gr　II
anaplastic　oligoastrocytoma　Gr　III
anaplastic　oligoastrocytoma　Gr　III
anaplastic　oligoastrocytoma　Gr　III
lt．　frontal
rt．　parital
rt．　frontal
rt．　parietal
lt．　frontal
rt．　temporal
rt．　frontal
rt．　parietal
anaplastic　oligoastrocytoma　Gr　III　（rec．）　rt．　parietal
anaplastic　oligoastrocytoma　Gr　III
anaplastic　astrocytoma　Gr　III
anaplastic　astrocytoma　Gr　III
glioblastoma　Gr　IV
glioblastoma　Gr　IV
glioblastoma　Gr　IV
glioblastoma　Gr　IV
lt．　frontal
rt．　fi－ontal
cerebellum
rt．　frontal
lt．　fronto－temporal
bil．　frontal
rt．　fi－ontal
p
f
f
f
p
p
p
p
f
p
p
f
p
p
p
f
十
十
十
十
十
N．D．
十
十
N．D．
十
十
十
十
十
一ト
N．D．
N．D．
十
N．D．
N．D．
十
3
1
7
19
2
25
22
16
35
22
10
21
14
19
34
35
subtotal
total
total
subtotal
total
partial
subtotal
total
total
subtotal
total
partial
subtotal
paitial
subtotal
total
a ive　（61mos）
alive　（39mos）
alive　（11mos）
dead　（38mos）
alive　（55mos）
dead　（19mos）
dead　（24mos）
alive　（39mos）
alive　（39mos）
dead　（17mos）
alive　（57mos）
dead　（12mos）
dead　（7mos）
dead　（8mos）
dead　（14mos）
dead　（12mos）
rec．：　recurrence，　N．D．：　not　detected，　bil．：　bilateral
“months　from　first　surgery　to　final　follow－up
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Dako，　Denmark）を用い、3－3　diamino－benzidine
（DAB）にて発色させた。少なくとも200個以上の核
における核標識率を算出し、MIB－l　staining　index（％）
とした。
III結 果
　結果をTable　lに示す。症例8では、初回手術の摘出
標本はパラフィンブロックを、再発時のものは凍結標
本を使用した。
　凍結標本12検体のすべてで評価可能であり、摩可
と判断したものでは、lp36または19q13のシグナルが
lq25または19p13のシグナルより少ない細胞の割合
が、平均91％を占めた。一方、パラフィン切片では20
検体中6検体（単離核標本を作製した2検体を含む）
（33．3％）で欠失の評価が不可能であった。oligoden－
droglioma（0）3例、　anaplastic　oligodendroglioma
（AO）、　oligoastrocytoma（OA）各1例、　anaplastic
oligoastrocytoma（AOA）4例の計9例のうち5例
（55．6％）（o：2例、Ao、　oA、　AoA：各1例）でlp／19q
の秘曲を認めた。anaplastic　astrocytoma（AA）2例と
glioblastoma（GBM）4例のうち、　GBMの1例
（16．7％）でIp／19qの欠失を認めた。
　手術摘出度および生存日数の比較では、anaplastic
oligoastrocytomaと診断された4例中1例に（case　9）
lp／19qの欠失を認めたが、初回手術がsubtotal　resec－
tionであり生存期間は他の3例と比し変わりなかっ
た。症例数が少なくまたfollow－up期間も短いため、同
じ組織診断でlp／19qの内廓の有無により生存期間に
差を認めるものはなかった。
代表症例
　症例8
　56歳男性で痙攣発作にて発症した。右頭頂葉にTl－
WIでiso－intensity、　T2－WIで淡いhigh－intensity、　Gad－
liniumで造影されない腫瘍性病変を認め、　low　grade
gliomaの術前診断で肉眼的全摘出術を行った（Fig．
lA）。病理下狛ではoligodendrogliomaが主体であった
が、一部anaplastic　astrocytomaの部分を認め、anaplas－
tic　oligoastrocytomaと診断した（Fig．　l　B）。術後60　Gy
の拡大局所放射線療法とACNUの静脈内投与を行っ
た。パラフィンブロックを用いたFISHでは、　Ip／19q
の欠失はシグナルが弱く評価できなかった（Fig．
lC）。3年後MRI上再発を認め、navigation下に肉眼的
全摘出術を行った（Fig．2A）。病理組織では、異型性の
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Fig．1　A．　Magnetic　resonance　imaging　（MRI）　of　Case　8
　　　before　the　first　surgery　revealing　a　high　intensity　area　in
　　　the　right　parietal　lobe　by　T2－weighted　image．　B．　Both
　　　components　of　anaplastic　astrocytoma　and　oligoden－
　　　droglioma　were　demonstrated，　and　diagnosed　as　ana－
　　　plastic　oligoastrocytoma．　C．　Deletion　of　l　p　could　not
　　　be　detected　on　FISH　using　paraffin　sections　because　of
　　　the　absence　of　clear　signals．
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Fig．2　A．　MRI　before　the　second　surgery　showing　a　recurrence
　　　of　the　right　parietal　tumor　by　gadolinium　enhanced
　　　Tl－weighted　image．　B．　Pseudopalisading　necrosis　with－
　　　out　oligodendroglial　component　was　demonstrated．　C．
　　　No　l　p　loss　was　demonstrated　on　FISH　using　fresh
　　　section，　because　in　only　260／o　of　200　nuclei　the　number　of
　　　red　signals　was　less　than　that　of　green　signals．
強いやや大型の腫瘍細胞がシート状に増生し、
pseudopalisading　necrosisも認めたが、　oligodendrog－
liomaの成分は認めなかった（Fig．2B）。免疫染色上、
腫瘍細胞はGFAP強陽性でolig2陽性像およびMIB－
1陽性細胞も多数認め、MIB－l　indexは35％であった。
また、初回手術標本と比し、p53陽性腫瘍細胞の増加
を認めた。2回目の組織像ではglioblastomaと考えて
よい組織像であったが、初回手術標本でanaplastic
oligoastrocytomaの診断でありanaplastic　oligoas－
trocytomaとした。凍結標本を用いたFISHでは、　l　p36
のシグナルが1q25のシグナルより少ない細胞を認め
るものの全体の26％であったため（Fig．2c）lpの欠
失なしと、また19q13と19p13のシグナル数が同じ細
胞がほとんどを占め19qの欠失なしと判断した。
IV考 察
　マイクロサテラ’イトマーカーを用いたLOH（PCR－
LOH）はアレル欠如の評価のgold　standardである
が、FISHはPCR－LOHと比し優れている面がある。ま
ず、FISHはPCR－LOHと異なり正常細胞から抽出し
たDNAを必要としないためパラフィンブロックの
みで欠失の評価が可能でありretrospectiveな評価でき
る。また、正常細胞と腫瘍細胞が混在する場合、PCR－
LOHでは全体の60－90％が腫瘍細胞である必要があ
るが、FISHではそれが15－30％でよいことも利点とさ
れる9）。パラフィン切片を用いた場合細胞の重なりか
ら欠失の評価が困難であり、以前われわれは単離核標
本を作製し評価を行っていたが10）、今回パラフィン切
片および新鮮凍結標本でのlp／19qの欠失の評価を
行った。パラフィン切片を用いた評価では33．3％で評
価が不可能であり、評価不可能であった6例のうち全
く蛍光を発しないものは4例で、2例ではシグナルは
検出できても、シグナルの弱さと重なりから評価困難
と判断した。Andrewらも96例のoligodendroglioma
のパラフィン切片を用いlpの欠失の評価を行ってい
るが、評価できなかった38例が除外されており11）、検
出率の向上に何らかの工夫が必要と考えられた。一
方、凍結標本ではシグナルの検出率は100％であり欠
失の正確な評価が可能であった。
　浅田と評価する際のカットオフ値の設定も問題と
なる。FISHでのlp／19q欠失の評価では、カットオフ
値が明記されていないものもあり12）13）、またカットオ
フ値の設定が20％2）14）、30％11）と様々であり、その値の
根拠を明記したものは少ない。Hashimotoらは、パラ
（4）
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フィンブロックを用い腫瘍周囲の正常脳組織（gliosis）
から得られた単離核標本でFISHを行い、正常にもか
かわらずlpの細胞の割合の平均値は27％であり、平
均＋3SDの35％をカットオフ値とした8）。　Shieieらは
oligodendroglial　tumorの新鮮凍結標本および手術摘
出されたgliosis部またautopsyで得られた正常脳組
織を用い、FIsHおよびPcR－LoHでのlp／19q欠失
の評価を行っている9）。その結果、FISHでは正常紬織
でもlpの山郭が15．2％で、19qの欠失が22．6％で認め
られ、カットオフ値はlpで34％（＋4．5sD）、19qで
37％（十4SD）とするとPCR－LOHとの結果が一致す
ると報告している。今回の結果では、凍結標本を用い
欠位ありと判断したものでは、lp36（19q13）のシグナ
ルが1q25（19p13）のシグナルより少ない細胞の割合
が平均91％であり、パラフィン切片と異なり凍結標本
ではシグナルの検出率も高く正常脳組織を用いての
カットオフ値の再設定が必要と考えている。lp／19qの
欠失はoligodendrogliomaの50－90％、　oligoastrocytoma
の50％で認められるとされ9）、ばらつきも多い。今回の
検索では、oligodendroglial　componentをもつ9例の
うち5例（55．6％）で1p／19qの欠失を認め、以前の報
告と同様の結果であったが、FISHの方法、プローブの
相違、カットオフ値の設定の相違などが評価のばらつ
きの一因であろう。
　同一組織型で初回術後の生存期間を比較したが、
lp／19qの欠失との関連は症例数も少なく評価できな
かった。今回の結果では、anaplastic　oligoastrocytoma
と診断された4例中1例にlp／19qの欠失を認めた
が、生存期間は他の3例と比し変わらず、glioblastoma
の4例中1例にlp／19qの欠失を認めやや生存期間が
長い傾向にあったが、有意な差ではなかった。神経膠
腫の予後は手術摘出度により大きく左右される15）。
Wellerらは、　oligodendroglial　tumor　76例をフォロー
アップしlp／19qの欠失の有無でprogression　free　sur－
vivalが変わらないことを報告しているが、　l　p／19qの
欠失のある群では全摘出が42例中18例（42．9％）で
ある一方、1p／19qの欠失がない群では全摘出が26例
中18例（692％）に行われており摘出度が予後に関与
した可能性は否めない16）。lp／19qの欠失を示すana－
plastic　oligodendrogliomaとanaplastic　oligoas－
trocytomaは明らかに生存期間が良いとされたが2）3）。
Anaplastic　oligodendroglioma．　anaplastic　oligoas－
trocytomaのうちIp／19qの欠品を示すものに対し、術
後放射線治療のみでPCV療法は再発時に行うのか、
また術後放射線療法を避けPCV療法を先行すべきな
のか17）、さらにlp／19qの欠失のあるoligodendrog－
liomaで肉眼的全摘出できた場合、術後放射線療法は
行うべきではないのかなど、今後lp／19qの欠失の有
無により術後の個別化治療が進むものと思われる。今
後症例を増やし長期フォローアップの上、予後との関
連を検討したいと考えている。
ま　と　め
　1．本院での最近4年間での手術摘出された
gliomaに対し、　FISHを用いてlp／19qの欠失の評価
を行った。
　2．パラフィン切片を用いたFISHでは33．3％で評
価困難であったが、新鮮凍結標本では全例で欠失の評
価が可能であった。
　3．　oligodendroglioma　3例、　anaplastic　oligoden－
droglioma、　oligoastrocytoma各1例、　anaplastic　oligoas－
trocytoma　4例の計9例のoligodendroglial　tumorのう
ち、5例（55．6％）で1p／19qの欠失を認めた。
　4．1p／1 q 欠失と予後との関連は症例数を増や
し長期のフォローアップでの検討が必要である。染色
体診断が普及し、患者にあった治療が行える体制の確
立が望まれる。
　本論文は平成17年度東京医科大学がん研究助成金
を使用し行った。また、本論文の要旨は、第157回東
京医科大学医学会総会（2006年6月3日）で発表し
。本研究の実施にあたり、ご協力いただきました東
京医科大学八王子医療センター脳神経外科、病理診断
部各位に対して、深甚の謝意を表します。
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Evaluation　of　allelic　loss　on　chromosome　arms　l　p　and　19q
　　　　　　in　gliomas　using　fluorescence　in　situ　hybridization
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Abstract
　　　　The　combined　loss　of　genetic　material　on　chromosomes　l　p　and　19q　is　strongly　associated　with　favorable　outcome　in
oligodendroglial　tumors．　Thirty－two　sections　in　15　patients　with　oligodendroglioma　（n＝3），　oligoastrocytoma　（n＝1），
anaplastic　oligodendroglioma　（n＝　1），　anaplastic　oligoastrocytoma　（n＝4），　anaplastic　astrocytoma　（n＝2），　glioblastoma　（n＝
4）were　analyzed　by伽orescence　in　situ　hybridization（FISH）fbr　lp　and　lgq　status．　We　could　not　detect　the　deletion　of　lp
or　19q　in　6　of　20　paraMn　sections　（33．3％），　whereas　we　could　ascertain　the　deletion　in　all　12　fresh　frozen　sections．　In　9
01igodendroglial　tumors　（oligodendroglioma　（n　＝3），　anaplastic　oligodendroglioma　（n　＝　1），　oligoastrocytoma　（n　＝　1），　anaplas－
tic　oligoastrocytoma　（n＝4）），　co－deletion　of　l　p　and　19q　was　detected　in　5　cases　（55．6％o．　Longer　survival　was　not　associated　with
co－deletion　of　l　p　and　19q　in　4　anaplastic　oligoastrocytoma．　We　need　to　find　ways　to　detect　deletions　more　clearly　on　FISH
using　paraffin　sections．　We　suggest　fuither　use　of　FISH　in　the　clinical　setting．
〈Keywords＞　FISH，　glioma，　oligodendroglioma，　loss　of　hererozygosity
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